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Intraduction

Introduction

Le cancer est un ensemble varié de maladies a risque mortel liées 4 une
prolifération cellulaire anormale et envahissante. Malgré les récentes avancées au
niveau du diagnostic et du traitement, le cancer reste un des plus importants
problémes de santé publique. Actuellement, Dix millions de nouveaux cas
apparaissent chaque année dans le monde et les analystes prévoient une incidence
pouvant atteindre les quinze millions par an en 2020.

Aujourd’hui, le traitement phare de nombreux cancers est la chirurgie, en
association avec la radiothérapie et la chimiothérapie

La compréhension de ’ensemble des mécanismes de I’immunité anti tumorale
devrait permettre de comprendre les mécanismes variés développés par les tumeurs
pour échapper au systéme immunitaire, et le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques plus efficaces et mieux tolérés par I’organisme.

L’immunothérapie est I’une de ces nouvelles approches mises en ceuvre pour
la lutte contre le cancer. Elle est désormais considérée comme la quatriéme modalité
thérapeutique aprés les approches conventionnelles : radiothérapie, chimiothérapie et
chirurgie.

L’objectif principal des différents protocoles d’immunothérapie est d’activer
le systéme immunitaire pour aboutir & 1’éradication de la tumeur sans affecter les
cellules normales.

Dans ce contexte, on essaye dans notre mémoire d’abord, de donner des
généralités sur le cancer, ensuite, de présenter l‘ensemble des mécanismes de
Iimmunité anti-tumorale, et enfin, d’exposer les différents protocoles de
I’immunothérapie anticancéreuse, les différents essais cliniques qui ont été réalisés
dans ce domaine, et les limites principales de cette nouvelle approche.









Chapitre 1 Généralitéc enr le Cancor

1.3. Les trois familles de génes impliquées dans la cancérogenése

Les anomalies génétiques, accumulées au cours de la réplication de I’ADN, concernent
trois types de génes : les oncogénes, les génes suppresseurs de tumeur, les génes codant pour des
protéines impliquées dans la réparation de I’ADN.

1.3.1. Les Oncogénes

Les proto-oncogenes sont des geénes dont la régulation positive favorise le processus
oncogénique. Les mutations peuvent étre de type qualitatif (activation constitutive) ou quantitatif
(augmentation de 1’expression) et transforment ces proto-oncogénes en oncogénes, échappant
aux signaux de régulation cellulaire. Ils peuvent étre impliqués dans la transduction des signaux
de prolifération, le control du cycle cellulaire, la régulation négative de I’apoptose, la
dissémination métastatique et la néo-angiogenése (Hatanpaa, 2010).

L’activation d’oncogeénes peut étre induite par une translocation, une amplification du
géne ou par la mutation d’un résidu intra-génique conduisant & une activation permanente. Les
oncogénes sont des génes « dominant » : la mutation d’un seul des deux alléles du géne suffit
pour permettre le phénotype cancéreux.

La premiére démonstration de 1’origine génétique du cancer est apparue suite a des études
menées sur des cellules de lymphome de Burkitt, caractérisée par I’activation de 1’oncogéne
MYC (Nakamura, 2007). Aujourd’hui parmi les oncogénes, MYC, RAS et HER sont les plus
fréquemment mutés.

1.3.2. Les Génes suppresseurs de tumeurs

Les génes suppresseurs de tumeur sont des génes dont I’expression est défavorable a la
prolifération et a la survie cellulaire. Les mutations concernant cette catégorie de génes peuvent
étre des délétions, des insertions ou des mutations intra-géniques visant a la perte d’activité du
produit de ces génes (Denysenko et al., 2010).

Les génes suppresseurs de tumeur peuvent €tre impliqués dans la régulation négative de
la transduction des signaux de prolifération, de I’avancée des cellules dans le cycle, dans la
régulation positive de 1’apoptose, dans la réparation de I’ADN.

Contrairement aux oncogenes, les génes suppresseurs de tumeur sont des génes récessifs.
Il est nécessaire que les deux alléles du géne soient modifies pour que I’effet soit relaye au
niveau protéique. Il existe cependant de rares cas, ou la mutation d’un seul des deux alléles est
suffisante. Il s’agit du phénoméne de dominance négative ou la protéine tronquée inhibe la
fonction de la protéine normale.

Le premier géne suppresseur de tumeur a avoir été identifié est le géne RBI. Parmi les
génes suppresseurs de tumeur les plus fréquemment inactivés, on retrouve 7P53 (environ 50%
des cancers), BRCAI, BRCA2, APC, PTEN et RBI. (Polyak et al, 2006).

1.3.3. Les Génes de réparation de PADN

Cette troisiéme catégorie de génes, également appelés génes de stabilité ou « caretaker »,
comprend les génes codant pour des protéines impliquées dans différents processus de réparation
de ’ADN :

e Réparation des mésappariements ou mismatch repair (MMR).
e La Réparation par excision de nucléotides ou nucléotide excision repair (NER).
e La Réparation par excision de base ou base excision repair (BER).

Leur invalidité favorise I’instabilité génétique, caractéristique des cellules cancéreuses et
propices a l’acquisition de nouvelles mutations, apportant d’autres avantages a la cellule.
(Polyak et al, 2006).






Chapitre 1 _ Généralités sur le Cancer
1.4.3.1. Le rayonnement solaire
Le soleil émet des radiations sur une trés large échelle de longueur d'ondes, mais ce sont

seulement les ultraviolets qui traversent en partie 'atmospheére et qui ont une énergie suffisante
pour provoquer des cancers,

La réalit¢ du rdle carcinogéne du rayonnement solaire est démontré par une série
d'arguments épidémiologiques treés forts : les cancers épithéliaux de la peau apparaissent dans les
parties du corps non protégés (face, tronc, jambes), l'incidence des tumeurs augmente lorsque
l'on se rapproche de I'équateur, les cancers de la peau sont beaucoup moins fréquents dans les
populations a peau foncée (Dimitiri, 2006).

1.4.4. Hérédité et cancer

La grande majorité des anomalies génétiques a [’origine du cancer ont lieu dans des
cellules somatiques. Des mutations des cellules germinales, responsables de prédispositions
héréditaires au cancer, ont également ét¢ identifiées. La présence de ces mutations ne conduit pas
directement au développement du cancer, mais augmente considérablement les risques
(Appelbaum, 2006).

1.5. Traitements classiques de cancer
1.5.1. La chirurgie

La chirurgie constitue I'une des premicres lignes de traitements d’une tumeur solide,
lorsqu’elle est accessible et bien délimitée. Ainsi, les égyptiens décrivaient déja trés bien la
chirurgie des tumeurs, tandis que les grecs adoptérent le principe de traitement humoral,
consistant en un régime alimentaire strict associe a la prise de laxatifs et 4 des saignées. (Mann,
2002).

1.5.2. La chimiothérapie

La chimiothérapie conventionnelle, apparue dans les années 1940, repose sur
I’administration de drogues non-spécifiques, cytostatiques ou cytotoxiques (Chabner et
Roberts, 2005). Certaines ont une action antimitotique, comme le docetaxol, alors que d’autres,
comme le méthotrexate, un analogue chimique de 1’acide folique, la camptothécine, et ses
dérives, et les drogues a base de platine, comme la cisplatine et I’oxaliplatine, vont interférer
avec la réplication de P’ADN, induire des lésions irréversibles, se fixer ou s’intercaler
irréversiblement dans I’ADN, ce qui a pour conséquence de tuer les cellules en prolifération
(Hurley, 2002).

Le principe de cette approche thérapeutique repose sur le fait que les cellules cancéreuses
proliférent davantage que les cellules saines, ce qui en fait les premiéres victimes. Toutefois les
cellules épithéliales saines (peau, cheveux, paroi intestinale) qui proliféerent également de
maniére importante sont généralement affectées par les doses importantes des drogues
administrées au patient, ce qui a pour conséquence des effets secondaires délétéres (perte de
cheveux, vomissements, etc.).

1.5.3. La radiothérapie

La radiothérapie agit selon le méme principe, les rayons ionisants administrés aux
patients ayant pour conséquence de provoquer des lésions génétiques létales au niveau de la
tumeur. La découverte de la radioactivité par Marie et Pierre Curie a la fin du 19° siécle conduisit
au premier traitement non-chirurgical du cancer, mais aussi au concept de multi thérapie,
associant la chirurgie a la radiothérapie, a partir des années 1960, puis a la chimiothérapie
(Barcellos- Hoff et al., 2005).



























Chapitre 2 T.2a Rénance Tmmunitaire Anti-fuiumarala

Le signal de co-stimulation induit par CD28 peut augmenter la production de ’'IL2 par le
lymphocyte T (Wells et al, 1997) et I’expression du récepteur de forte affinité pour I’IL2
(Shahinian et al, 1993). Nous savons que la synthése de I’'IL2 est déterminante dans la
prolifération des cellules T (Schwartz, 1992).

L’expression optimale de B7 par I’APC, comme certaines autres molécules de co-
stimulation (ICOSL, OX40L, etc..), dépend également de la stimulation du récepteur CD40 de
I’APC par le CD40L du lymphocyte T engagé dans un processus d’activation réciproque (Acuto
and Michel, 2003). Une molécule présentant des homologies avec CD28, est le CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigéne 4, CDI152). Cette molécule s’exprime tardivement aprés
I’activation des lymphocytes T et elle partage avec CD28 la reconnaissance des ligandsB7.
CTLA-4 joue un réle opposé a CD28. La liaison de CTLA-4-B7, qui posséde une avidité vingt
fois plus forte que celle de CD28-B7, envoie un signal inhibiteur au lymphocyte T activé qui
limite sa réponse proliférative induite par I’antigéne spécifique et CD28 (Chambers et al., 2001)

(Fig.2.7).

2.2.4. La synapse immunologique

La synapse immune est une interface cellulaire organisée, qui se forme a la jonction entre
la membrane de la CPA et celle du lymphocyte T. Les complexes CMH I ou II, peptide /TCR-
CD3 ainsi que certaines molécules de co-stimulation avec leurs récepteurs (CD80/CD86-CD28,
CD80/CD86-CTLA4) s’accumulent au centre d’un anneau bordé des molécules d’adhérence
(LFA1-ICAM1, CD2-CD48/CD359). Cette structure exclut des molécules a fort encombrement
stérique telles que CD43 ou CD45 de la zone de contact avec les CPAs (Johnson et Bromley,
2000 ; Delon et Kaibuchi, 2001 ; Savage et Kimzey, 2002).

La stabilit¢ de synapse mature peut durer quelques minutes et méme aller jusqu’a
plusieurs heures (Huppa and Davis, 2003). Finalement, le déclenchement de la mitose et
I’augmentation de I’expression de CTLA-4 provoquée par I’activation cellulaire vont contribuer
a la déstructuration de la synapse et ’arrét du signal d’activation (Lee et Chuang, 1998 ; Egen
and Allison, 2002).

2.2.5. Les lymphocytes T CD8+ et leur mécanisme de cytotoxicité

Les lymphocytes T CD8+ sont les effecteurs principaux de 1’immunité adaptative anti-
tumorale. Aprés leur activation et leur prolifération, les lymphocytes T CD8+ naifs se
différencient en cellules effectrices ou en cellules mémoires (Sallusto et al., 1999). Les
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) sont efficaces en déclenchant ’apoptose des cellules
cibles via de multiples voies de lyse (Jian-Quing, 2005).

2.2.5.1. Voie lytique Perforine/ Granzyme

Le premier mécanisme est la lyse par libération de molécules cytotoxiques comme la
perforine ou le granzyme & I’occasion d’un contact cellulaire. La perforine est une protéine
exprimée dans les cellules NK et les lymphocytes T activés. Son mode d’action est calcium
dépendant : en présence de Cat+, la perforine se polymérise pour former des structures
tubulaires, véritables pores membranaires perméabilisant la cellule notamment a I’entrée de
granzyme. Les granzymes sont des protéases qui activent les mécanismes de mort cellulaire
(Bouet et al., 2004) (Fig.2.8).
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Chapitre 2 La Rénonse Immunitaire Anti-tumorale

2.2.5.3. Autres voies

La cytotoxicité des CTL est également dépendante de la capacité de ces cellules a
produire des cytokines comme I'IFN-y ou le TNF-a (Barth et al, 1991). L’IFN~y, souvent
associé aux TNF, peut avoir une activité cytotoxique directe contre certaines tumeurs
(Williamson et al, 1983 ; Fransen et al., 1986). Il inhibe la prolifération des cellules tumorales,
active également les macrophages et induit une augmentation de I’expression des molécules du
CMH améliorant ainsi la reconnaissance des antigénes par les CTLs (Pfizenmaier et al, 1985 ;
Greenberg, 1991 ; Boehm et Klamp, 1997 ; Coughlin et al., 1998).

Les TNF possédent des fonctions anti-tumorales en interagissant avec les TNFR-1 ou
TNFR-2. lls pourraient aussi agir en synergie avec I'IFN-y lors de ’activation du macrophage
(Barth et Mule, 1991 ; Poehlein et Hu, 2003 ; Aggarwal, 2003).

2.2.6. Fonction des lymphocytes TCD4+ dans I’immunité anti-tumorale

Beaucoup d’efforts de recherche ont préférentiellement portés sur I’étude des
lymphocytes T CD8+, car la plupart de tumeurs n’expriment que les molécules de HLA-I
(Rosenberg et al., 1998 ; Marchand et al, 1999).

L’importance des lymphocytes T CD4+ dans la réponse immune anti-tumoral en’ a été
finalement bien documentée que depuis ces dix derniéres années (Ossendorp et al., 2000), alors
que le role des cellules T CD4+ dans ’activation des lymphocytes T cytotoxiques (CTLs) CD8
avait ét¢ documenté dés 1982 (Keene and Forman, 1982).

2.2.6.1. Les sous-populations de lymphocytes T CD4+
Les lymphocytes T CD4+ peuvent se différencier en plusieurs sous-populations :

e Les cellules Thl : secrétent principalement de I'IFN-y, de I’'IL-2, de I’IL-12, du TNF-a
et du TNF-# et conduisent a une immunité de type cellulaire. Elles jouent un réle dans
’activation des cellules NK, dans I’amplification des fonctions des macrophages et dans
la différenciation des cellules cytolytiques. Elles contribuent également a I’élimination
des pathogénes intracellulaires (Mosmann et al., 1997 ; Romagnani, 1997).

e Les cellules Th2: produisent préférentiellement de 1’IL-4, de I’IL-5, de I’'TL-10, de I’IL-
13 et du TGF-S et elles ménent plutét & une immunité de type humorale. Elles sont
chargées de I’activation des lymphocytes B, de I’induction de la sécrétion
d’immunoglobulines, de 1’activation de mastocytes et éosinophiles et elles sont aussi
antagonistes des Thl par ’effet de I'IL-4 (Mosmann et al, 1997 ; Romagnani, 1997).

e Les cellules Th3 : Il existe également une sous-population de lymphocytes T de type
Th3. Il s’agit de T régulateurs activés par les cellules dendritiques tolérogénes qui
participent 4 1’équilibre de tolérance du soi, elle est caractérisée par une forte production
d’IL-10, de TGFb, une faible production d’IL-2 et 1’absence de production d’IL-4
(Groux, 2001).

2.2.6.2. Réle crucial des lymphocytes T CD4+ dans 'immunité spécifique anti-tumorale

Dans la plupart des cas de tumeurs dans un contexte non inflammatoire, 1’activation des
CD8+ naifs est initiée par les cellules T CD4+ spécifiques par I’intermédiaire de I’activation des
APCs (Toes et al, 1999).

Les cellules T CD4+ sont aussi essentielles dans la maintenance de la prolifération et des
fonctions des effecteurs T CD8+ (CTLs) via la sécrétion des cytokines dont I’IL-2 est la plus
connue. IL-2 participe a la différenciation et & la survie des CTLs, elle contribue 4 leur protection
contre I’apoptose et I’anergie, a la persistance de leur capacité cytotoxique et au support de leur
production de cytokines (Rosenberg et al, 1998).
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Tableau 2.1. Classification et quelques exemples d’antigénes tumoraux chez I’homme
(Quintin-colonna et al., 2009).
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L’immunothérapie a pour but d’activer le systéme immunitaire d’un individu contre ses
propres cellules tumorales jusqu’alors tolérées. Cette stratégie repose donc sur le fait qu’il faut
activer les effecteurs de I'immunité et/ou augmenter I’immunogénicité des tumeurs (Eymard,
2008).

Les approches de cette thérapie peuvent €tre variées. On peut distinguer plusieurs types
d’immunothérapie : immunothérapie active non spécifique, immunothérapie active spécifique,
immunothérapie passive, et immunothérapie adoptive (Jian-Qing, 2005).

3.1. L’immunothérapie active non spécifique

L’immunothérapie non spécifique de cancer consiste en I’induction d’une réponse
immunitaire anti-tumorale indépendante d’un antigéne spécifique. Ce type de stratégie permet de
cibler la majorité des tumeurs sans nécessiter 1’identification d’antigénes spécifiques (paul et
al., 2002).

3.1.1. Le traitement par les cytokines

Beaucoup de cytokines ont été clonées, exprimées et utilisées en thérapie anti-tumorale.
Le tableau 3.1. Fournit des informations sur celles qui ont été étudiées de maniére approfondie
(Roitt et al., 2002)

Tableau 3.1. Traitement anti-tumorale par les cytokines (Roitt et al, 2002).

3.1.1.1 Les interleukines (’IL2)

De nombreuses études basées sur 1’injection de cytokines telles que 1’IL-2, administrée
seule ou associée a des cellules cytotoxique autologues, ont €té conduites. L’IL-2 est en effet une
cytokine bien connue pour sa capacité a favoriser la prolifération et la différenciation
d’effecteurs cytotoxiques spécifiques (lymphocytes T et non spécifiques (lymphocytes NK
activés ou lymphocytes LAK) (Bach et Chatenoud, 2005).

De fortes doses d’IL-2 ont été administrées a des patients atteints de mélanome
métastatique ou de cancer du rein, et une régression tumorale, au moins partielle, a été observée
chez 15-20% des patients, certains patients bénéficiant d’une régression compléte.
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I'influx du sang et de ’oxygene nécessaires a une croissance progressive du cancer (Kindt et
al., 2008).

La toxicité systémique a limité I’utilit¢ du TNF, qui a montré une hépatotoxicité grave et
rapide dans des modéles animaux ; son usage dans le traitement du cancer est donc limité¢ (Delve
et al., 2008).

3.1.2. Le traitement par les chimiokines
Les chimiokines peuvent étre classées en deux groupes (Sallusto et al, 2000).
e Les chimiokines constitutives sont impliquées dans les mouvements des leucocytes chez
I’individu sain.
e Les chimiokines inductibles permettent recruter localement des cellules immunitaires sur
un site d’inflammation.

En effet, I’injection intratumorale de la chimiokines SLC recombinante (Secondary
Lymphoid tissue Chemokine) entraine le recrutement in situ de lymphocytes T CD4+/C8+ et de
cellules dendritiques, ceci conduisant au rejet des tumeurs (Sharma et al, 2000). Les
chimiokines permettent également de médier d’autres propriétés exploitables dans des approches
anti-tumorales. Par exemple, les chimiokines inductibles IP-10 et MIG participent a I’activité
anti-tumorale médiée par I’JL-12 en inhibant la néovascularisation de la tumeur (kanegane et
al., 1998).

Du fait de la découverte relativement récente de ces molécules, seuls quelques essais
cliniques de phase 1 utilisant des chimiokines ont été rapportés. Des patients atteints de
carcinome du colon ont été traités par une combinaison de chimiokine PF4 (facteur plaquettaire
humain recombinant) recombinante et de 5-FU (5-Fluoro-Uracile) (Belman et al., 1996). Cette
é¢tude montre I’innocuité du traitement, mais n’a pas permis d’observer de réponse clinique
objective. Le transfert adénoviral de génes codant la lymphotactine et atteints de neuroblastome
(Brenner et al., 2000).

3.2. L’immunothérapie active spécifique (La vaccination)

¢ La nature de ’antigene cible
Les antigénes potentiellement utilisables pour une stimulation vaccinale sont ceux identifiés
comme cibles des lymphocytes B ou T. Ce sont des protéines étrangéres de type viral ou des
protéines du soi mutées et présentant des néo-épitopes. Enfin, il s’est avéré qu’une grande
proportion des épitopes cibles de la réponse CTL anti-tumorale sont issus de protéines du soi.
Leur détection par le systtme immunitaire implique une levée de tolérance ce qui devrait,
théoriquement, provoquer une réaction auto-immune (Gilboa, 1999).

e Nature d’un agent vaccinal
L’antigéne tumoral tel qu’il est apporté par la cellule tumorale n’est en principe pas ou peu
immunogéne et le rationnel d’une « vaccination » repose sur le fait que 1’antigéne, pour induire
une réponse anti-tumorale, doit étre administré de fagon plus « immunogénique ». Dans les
préparations vaccinales, 'antigéne peut étre délivié sous différentes formes, des données
précliniques existent pour une grande part d’entre elles et des données cliniques sont en cours
d’évaluation pour certaines préparations (Zitvogel et Faure, 1999).

3.2.1. La vaccination par antigénes tumoraux

Avant I’identification des TAA (tumor associated antigen), les approches vaccinales
consistaient a immuniser les patients avec des cellules tumorales entiéres irradiées (autologues
ou allogéniques), des cellules tumorales génétiquement modifiées (capable d’exprimer certaines
molécules de co-stimulation ou de secréter certaines cytokines), des fusions de cellules tumorales
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3.2.1.2. Vaccins a base de protéines

Les antigeénes utilisés sous forme soluble pourraient offrir I’avantage, en association avec
un adjuvant, de déclencher des réponses lymphocytaires T CD4+ et CD8+ pluri-épitopiques
(c’est-a-dire non sélectives d’haplotype du CMH) ainsi que des réponses lymphocytaires B
(Bittinotti et al, 1998). De plus, les vaccins antigéniques protéiques déclenchent plutdt des
réactivités Th2 dans des modéles précliniques murins, favorisant les réponses humorales IgG1,
IgG2a et IgE (Disis et al., 1996).

A. Les essais cliniques des vaccins protéiques
Il y a peu d’études effectuées au moyen de protéines. La partie la plus délicate réside dans
le choix de I’adjuvant :

Dans I’étude de Marchant et al, la protéine recombinante MAGE-A3 a été combinée
avec I’adjuvant SBAS-2 contenant MPL et QS21 et injectée a 57 patients atteints de cancer
MAGE-A3 positif. Ce vaccin était bien toléré par les patients. Finalement 2 réponses partielles, 2
réponses intermédiaires et un symptome stable ont été observés (Marchand et al., 2003).

L’administration des antigénes MART-1, MAGE1 et MAGE3 par voie sous-cutanée,
seuls ou en association avec des adjuvants variés (KLH, IL-12, GM-CSF, IL-2, chimiothérapie),
permet d’induire des réponses cliniques objectives chez environ 20 % des patients sans apparente
toxicité (Blay et al., 2000).

3.2.1.3. Vaccins a base d’ADN nu

L’injection intramusculaire de séquences nues d’ADN conduit a I’expression de géne et
la génération de réponses immunes. Ces ADN plasmidiques se composent d’un géne codant pour
I’antigéne et de séquences promotrices qui régulent I’expression constitutives de ’antigéne. Ces
plasmides peuvent étre conjugués avec des particules d’or et propulsés dans la peau a I’aide d’un
pistolet qui utilise de I’hélium comme agent de propulsion.

L’antigéne protéique produit par les cellules cibles (habituellement des myocytes ou des
fibroblastes, selon 1’itinéraire d’injection) est capté par les APCs de I’hote, dégradé et présenté
au systéme immunitaire dans les ganglions. Comme toutes les stratégies vaccinales basées sur
des antigénes définis, I’utilisation d’ADN nécessite d’identifier les cibles antigéniques, de les
cloner et de s’assurer de leur expression dans les tissus.

Le principal handicap de cette stratégie est le faible pouvoir immunogénique des ADN nus chez
I’homme alors qu’il semble trés élevé chez la souris. En particulier, les réponses anti-tumorales
sont faibles (Ribas et al., 2003).

A. Les inconvénients des vaccins a base d’ADN nu
Les inconvénients théoriques mais non prouvés des vaccins 8 ADN sont :
e Les risques de mutagencse insertionnelle.
e Lamontée du titre d’anticorps anti-ADN et donc d’auto-immunité.
e La tolérance induite par la durée prolongée de I’expression et la persistance antigénique
(Boczkowski et al., 1996).

3.2.1.4. Vaccins a base de vecteurs viraux

Une variété de vecteurs viraux initialement prévus pour la thérapie génique a été adaptée
a I’immunothérapie du cancer. Les séquences d’ADN d’antigénes tumoraux peuvent étre
insérées dans des poxvirus atténués qui sont incapables de se répliquer chez les mammiféres (tels
que vaccinia Ankara, fowlpox, ou canarypox modifié).

D’autres vecteurs incluent des vecteurs viraux recombinants (adénovirus, retrovirus,
lentivirus), qui sont des virus modifiés. Ils ont été mutés de maniére a ne pas pouvoir produire de
virions infectieux apres la primo infection d’une seule cellule cible. Ils expriment toutefois de
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maniére efficace le géne étranger inséré dans le vecteur. L’intérét de la vectorisation d’un
antigéne est de le diriger dans la voie de présentation des molécules du HLA I et HLA II.

Cette forme d’immunisation génétique a également eu comme conséquence des réponses
immunes faibles chez I’homme, bien que les vecteurs poxviraux soient démontré une capacité
claire de stimuler les cellules T (Ribas et al., 2003).

A. Les essais cliniques de vaccins a base de vecteurs viraux

Marshall et al ont rapporté les résultats d’une étude clinique de phase I, fondée sur
I’administration chez 18 patients d’un vecteur avipox recombinant exprimant 1’antigéne carcino-
embryonnaire (CEA). Ils ont pu mettre en évidence une augmentation de la fréquence des CTL
anti- CEA dans le sang périphérique des patients HLA-A2 immunisés (Marshall et al., 1999).

Des travaux tentant d’optimiser la présentation, par les molécules du CMH I et du CMH
II, d’antigénes codés par des vecteurs poxviraux ont été rapportés. Par exemple, des vecteurs
permettant d’augmenter la dégradation d’antigenes dans les cellules infectées ou de cibler les
épitopes vers le réticulum endoplasmique, ont été décrits (Hwang et Sanda, 1999).

Il semble également que I’efficacité vaccinale des vecteurs poxviraux puisse étre
augmentée en utilisant des promoteurs viraux plus forts pour diriger I’expression de I’antigéne
ou grice a la co-expression du géne codant 1’antigéne avec un ou des geénes codant des
immunomodulateurs (cytokines, molécules de co-stimulation) (Hwang et Sanda, 1999).

D’autres vecteurs, notamment dérivés de 1’alpha virus ou de bactéries sont également en
cours d’évaluation (Sirard et al., 1999).

3.2.2. Vaccins a base de cellules
3.2.2.1. Vaccins utilisant des cellules tumorales entiéres

Les premiers vaccins anticancéreux étaient composés de cellules tumorales entiéres
préalablement irradiées. Des cellules tumorales autologues sont obtenues a partir des tumeurs
excisées par le chirurgien puis utilisées comme vaccin. Chaque patient est vacciné avec ses
propres cellules tumorales. Ces cellules tumorale sont irradiées ou atténuées pour empécher leur
prolifération in vivo et réinjectées chez des patients avec ou sans immunomodulateurs tels que
BCG ou C. parvum (Kim et al., 2002).

Cette stratégie présente 1’intérét d’immuniser contre tous les antigénes associés a la
tumeur. Cependant, ces vaccins composés de cellules autologues nécessite qu’un spécimen
tumoral soit obtenu pour chaque patient. Pour éviter ce probléme, des vaccins allogéniques de
cellules tumorales ont été formulés en lysats et obtenus a partir de lignées cellulaires stables
dérivées de tumeurs d’autres patients. L’efficacité des vaccins allogéniques repose sur
I’existence d’antigénes partagées entre les différentes tumeurs et qui sont indépendant du
donneur. Les vaccins allogéniques ont ’avantage d’étre plus aisément applicables a un plus
grand nombre de patients indépendamment de la disponibilité de la tumeur (Ribas et al, 2003).

A. Les inconvénients des vaccins a base de cellules tumorale entiéres

Un inconvénient important des vaccins a base de cellules tumorales entiéres est que ces
préparations ne sont que faiblement immunogénes. En effet, la majorité¢ des essais cliniques
portant sur ces vaccins n’ont pas pu clairement démontrer d’activité anti-tumorale (Ribas et al,
2003).

3.2.2.2. Vaccins cellulaires tumoraux génétiquement modifiés (VIGM)

Ces vaccins cellulaires tumoraux génétiquement modifiés (VITGM) ont été efficaces dans
les nombreux modéles précliniques murins par des mécanismes d’action immunologique variés
selon la nature du transgene (Forni et al., 1995).
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A. Transfert des génes du complexe majeur d’histocompatibilité

L’expression des génes codant les CMH de classe I et/ou II est fréquemment altérée a la
surface de nombreuses tumeurs (Garrido et al 1997). Afin de restaurer ’expression de ces
geénes et ainsi d’augmenter I’immunogénicité des cellules tumorales murines, ces derniéres ont
été transfectées avec un géne codant un CMH de classe I1.

L’implantation de ces cellules génétiquement modifiées chez la souris n’aboutit pas a la
formation d’une tumeur et génére une réponse immunitaire de type mémoire impliquant la
stimulation des cellules T CD4+ auxiliaires (Chen et al., 1994). De méme, le transfert rétroviral
in vivo d’un géne codant un CMH de classe II humain permet d’inhiber la tumorigénicité de
cellules dérivées de neuroblaslomes grace a I’augmentation de la réponse immunitaire spécifique

(Hock et al., 1995).

La surexpression d’un CMH de classe I & la surface de cellules tumorales faiblement
immunogénes, permet quant a elle d’augmenter la réponse anti-tumorale médiée par les cellules
T CD8+ (Huick et al., 1984). Le transfert in vivo par lipofection d’un géne codant un CMH de
classe I allogénique permet d’induire une réponse immunitaire contre des cellules tumorales
faiblement immunogénique. Cette réponse est ensuite capable de protéger ces animaux contre la
croissance des cellules tumorales parentales (Wahl et al, 1995).

B. Les molécules de co-stimulation

Divers groupes de recherche ont démontre que !’immunité anti-tumorale peut é&tre
augmentée en fournissant le signale de co-stimulation nécessaire a ’activation des précurseurs
des CTL (CTL-P, de CTL precursors).

Lorsque des CTL-P de souris sont incubes avec des cellules de mélanome in vitro, la
reconnaissance de [’antigéne s’effectue, mais en 1’absence de signale de co-stimulation, les CTL-
P ne proliferent pas et ne se différencient pas en CTL effecteurs. Cependant, lorsque les cellules
de mélanome sont transfectées par le géne qui code le ligand B7, les CTL-P se différencient alors
en CTL effecteurs.

Ces découvertes offrent la possibilité que des cellules tumorales transfectées par le B7
puissent étre utilisées pour induire une réponse CTL in vivo. Par exemple, lorsque P. Linsleyw,
L. Chen et leurs collaborateurs ont injecté des cellules de mélanome B7+ a des souris porteuses
d’un mélanome, les mélanomes ont complétement régressé chez plus de 40% des souris.
S.Townsend et J. Allison ont utilise une approche semblable pour vacciner des souris contre le
mélanome malin. Les souris normales étaient tout d’abord immunisées par des cellules de
mélanome transffectées par le B7 et irradiées, puis exposées a des cellules de mélanome
malignes nom modifiées.

On a constaté que le « vaccin » protégeait un fort pourcentage de souris. On espére qu’un
vaccin semblable pourrait prévenir des métastases aprés une ablation chirurgicale d’un
mélanome primaire chez les patients humains (Kindt et al., 2008).

C. Les inconvénients des vaccins a base de VIGM

Les vaccins a base de cellules tumorales entiéres génétiquement modifi€es présentent des
risques pour la santé des patients. Le plus sérieux est le risque d’induire une maladie auto-
immune. Ceci a d’ailleurs été observé dans des modeles animaux, ainsi que lors d’essais
cliniques (Ribas et al., 2003).

3.2.2.3. La vaccination par cellules dendritiques (CD)

La capacité des CD d’induire des réponses immunes anti-tumorales in vivo a été
documentée dans beaucoup de modéles animaux. Ces expériences ont été réalisées par obtention
in vitro de CD, par le chargement des CD avec I’antigéne tumoral et par ’injection de CD
chargées avec I’antigéne dans les animaux (Fong and Engleman, 2000).
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La plupart des essais réalisés & ce jour ont utilisé des CD de type myéloide matures ou
immatures générées & partir de monocytes du sang périphérique du patient aprés culture in vitro
avec de I’'IL-4 et du GM-CSF (Buelens et al, 2002). Elles peuvent ainsi étre obtenues a partir
de la moelle osseuse (Coulon et al., 1997), de sang du cordon et a partir de cellules souches
hématopoiétiques CD 34+.

Ces cellules peuvent ensuite &tre incubées avec des peptides qui se lient sur leurs
molécules HLA de classes I et II ; elles peuvent aussi étre incubées avec la protéine qui sera
dégradée en petits peptides. Elles peuvent enfin étre infectées par un virus recombinant défectif
porteur de la séquence codant pour I’antigene (Mortier et al., 2004).

Les DCs chargées sont capables de produire des réponses immunes spécifiques des
tumeurs et possédent une activité anti-tumorale (Fong and Engleman, 2000).

Afin de potentialiser I’efficacité de cette approche vaccinale par cellules dendritiques,
plusieurs voies de recherche sont actuellement en cours d’évaluation :

Le nouveau type de CD obtenu aprés mise en culture de monocytes en présence d’IL-3 et
d’INF-B42 se distingue des 2 autres sous types de CD que sont les CD myéloides (CD11c+ et
CD123-) et lymphoides (CDllic- et CD 123+) (Caux, 1998). Ce nouveau type de CD
caractérisée par :

e Un état de maturation plus élevé a I’état de base (expression plus importante des
molécules HLA et de co-stimulation).
e Leur capacité d’induire 4 la fois une réponse Th1 et Th2 (Hung et al., 1998).

Une autre approche €galement trés prometteuse est représentée par les cellules (Mortier
et al., 2004) dendritiques « pulsées » in vivo : Les premiers vaccins utilisaient empiriquement
des adjuvants (BCG) mélangés a des cellules tumorales autologues irradiées. Cette méthode est
une maniére indirecte de générer une réponse CTL contre la tumeur en « pulsant » in vivo les
cellules dendritiques avec plusieurs antigénes tumoraux, provoquant probablement une
immunisation pluri-épitopique (Papillon et al., 2001).

A. Les conditions nécessaires a Péventuel succés de cette approche

¢ Immunogénicité de la tumeur.
¢ Fonctionnalité de I’immunité cellulaire T.
e Masse tumorale faible (Papillon et al., 2001).

B. Les limites des vaccins a base des cellules dendritiques

Les modalités de chargement du peptide font également l'objet de discussions. Les
développements actuels privilégient l'utilisation de peptides. Les inconvénients sont l'instabilité
du complexe CMH : peptide, la restriction HLA et le nombre d'antigénes tumoraux reconnus. De
plus, la tumeur perd I'expression des antigeénes apres immunisation (par un épitope donné) par
sélection de clones antigénes défectifs, mais aussi CMH I négatifs (Jager et al, 1997). Une
immunisation pluri-épitopique permettrait une destruction plus importante de la tumeur (cellules
dendritiques « pulsées »ex vivo avec utilisation de lysats tumoraux) (Zitvogel et Faure, 1996).

Les cellules dendritiques sont uniques pour chaque malade, puisque dérivées de ses
propres cellules sanguines. Il est dés lors possible que l'aptitude des cellules dendritiques a
stimuler in vivo des CTL soit variable d'un cas a l'autre. Cette hétérogénéité fonctionnelle inter-
individuelle a été trouvée dans plusieurs études. Une différence entre les cellules dendritiques
des sujets sains et des sujets porteurs de cancers du sein a également été mise en évidence
(portant principalement sur la sécrétion d'1L-12 et I'expression des molécules de co-stimulation).
Un moyen de pallier cette variabilité est de doser les cellules dendritiques en termes d'activité
fonctionnelle. Cette donnée devra étre prise en compte dans les essais cliniques futurs (Papillon
et al., 2001).
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Apreés stimulation in vitro avec une forte dose d’IL-2, les cellules NK représentent la
population majoritaire des cellules tueuses activées par lymphokine (LAK : lymphokine
activated killer) (Lai et al, 1996) qui sont ensuite réinjectées au patient. Ces mémes cellules
peuvent également étre obtenues in vivo par ’administration systémique d‘IL-2 et/ou d’TFN-a
(Mortier et al., 2004).

L’efficacité d’une thérapie fondée sur I’administration combinée de LAK et d’IL-2 a été
¢valuée chez des patients atteints de cancers du poumon. Ce traitement permet une augmentation

de la médiane de survie de 7 ans par rapport & un traitement par chimiothérapie et radiothérapie
(Winter et Fox, 1999).

3.4.2.1. Les limites de cette approche

Les résultats ne sont restés que partiellement convaincants, car aucune étude n’a pu
clairement établir le bénéfice thérapeutique des LAK. A cette faible reproductibilité doit
s’ajouter la toxicité limitante de I’IL-2 a forte dose, rendant difficile une utilisation thérapeutique
plus systématique de cette association LAK plus IL-2 (Mortier et al, 2004).

3.4.3. Monocytes/Macrophages

L’activité cytotoxique des monocytes/macrophages a 1’égard des cellules tumorales a été
démontrée in vitro, aprés activation des macrophages par I'IFN-y ou par des endotoxines
bactériennes, telles que les lipopolysaccharides (LPS) (Fidler, 1985 ; Chokri et al., 1989).

L’idée d’utiliser des macrophages a des fins thérapeutiques, en particulier dans le cancer,
a été suggérée par les résultats obtenus dans des modéles murins (Bartholeyns et al., 1988). La
mise en place des premiers essais d’immunothérapie adoptive chez ’homme, a nécessité de
développer et d’optimiser la production de macrophages humains activés.

Les monocytes humains, disponibles en large quantité dans le sang circulant, ont été les
premiers précurseurs immatures utilisés en clinique, en thérapie anticancéreuse. Ces monocytes
ont la capacité de se différencier en macrophages en présence de GM-CSF, et peuvent étre
activés in vitro par I’'IFN-y ou les LPS. Toutes les injections systémiques ou locales réalisées
chez I’animal, puis chez I’homme, ont été remarquablement bien tolérées (Lopez et al., 1992).

Chez ’homme, le transfert adoptif de macrophages stimulés in vitro a 1’aide d’IFN-y et
de lipopolysaccharide (LPS) & pour conséquence leur accumulation massive autour des
métastases, mais ne permet pas d’induire d’effet anti-tumoral significatif (Paul et Etienne,
2002).
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Conclusion

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormale au sein
d'un tissu normal de I'organisme. Il représente la plus grande cause de mortalité, alors qu’il est
I'une des maladies les plus étudices. Les thérapies courantes mises en place contre le cancer
relevent souvent des effets trop limités.

Griace a la compréhension du systéme immunitaire et les différents mécanismes de
I’immunité antitumorale, I’immunothérapie offre de nombreuses stratégies de traitement contre
le cancer, elle constitue I’espoir des millions des patients dans le monde. Il est devenu clair, a la
lumiére des résultats obtenus, que I’immunothérapie n’en est qu’a ses débuts et pourrait
constituer a terme une révolution, mais de nombreuses étapes restent a franchir avant qu’elle ne
prenne une vraie place dans ’abord thérapeutique du cancer. Les résultats cliniques encore
décevants obtenus chez ’homme confirment la complexité du systéme tumoral. L’analyse
dynamique et fonctionnelle du micro-environnement tumoral, dont notre connaissance
aujourd’hui n’est que trés hypothétique et fragmentaire, demeure un enjeu majeur pour les
développements de I’immunothérapie.
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Claceaira

Aflatoxine By : est une mycotoxine produite par des champignons proliférant sur des graines
conservées en atmosphere chaude et humide. Elle est nuisible aussi bien chez 'homme que chez
I'animal, et posséde un pouvoir cancérigéne élevé. Elle fut découverte en 1960 en Angleterre.

Allogénique : se réfere a deux individus de la méme espéce qui sont génétiquement différent.

Anergie : état de non-réactivité a un antigéne. On dit que les sujets sont anergique lorsqu'ils ne
peuvent pas produire de réactions d'hypersensibilité retardée a la suite de I’inculation d'un
antigéne. Les cellules T et B sont dites anergiques lorsqu'elles sont incapables de répondre a leur
antigéne spécifique.

Antigéne carcino-embryonnaire : glycoprotéine de grande taille produite par des cellules
épithéliales et dont I'expression est augmentée dans les cellules en division.

Antigénes tumoraux : composants de la surface des cellules tumorales qui peuvent induire une
réponse immunitaire chez les malades.

Appoptose : une forme de mort cellulaire par laquelle les cellules destinées a étre tuées sont
amenées a se dégrader elles mémes de maniere ordonnée par un mécanisme interne appelée
aussi mort cellulaire programmeée.

Auto-immunité : immunité adaptative spécifique des antigenes du soi.

Cancer : maladies causées par une prolifération cellulaire anormale et envahissante.
Carcinogeénes : agents physiques ou chimiques qui augmentent le risque de cancer.
Carcinome : tumeur venant de tissu endo- ou ectodermiques.

Cytokines : protéines fabriquées par les cellules qui modifient le comportement d'autres cellules;
les cytokines produites par les lymphocytes sont souvent appelées lymphokines ou interleukines
(abréviation IL). Les cytokines se lient a des récepteurs spécifiques sur leurs celtules cibles.

Epitope : partie d'une molécule antigénique qui se lie a 'anticorps ou qui peut fournir le peptide
se liant au CMH et qui peut ainsi étre reconnu par le récepteur des cellules T. Appelé aussi
déterminant antigénique.

Génes suppresseures des tumeurs : genes de protéines cellulaires dont la fonction est
d'dempécher la cancérisation des celtules.

Granzymes : serine- estérases présentes dans les granules des cellules T cytotoxiques et
apoptose. Appelées aussi fragmentine.

Homéostasie : équilibre entre prolifération et mort cellulaire.

Immumogénicité : capacité d'une substance a induire une réponse immunitaire dans des
conditions données.

Immunosuppresseures : substances qui inhibent les réponses immunitaires adaptatives.

Interférones : diverses cytokines glycoprotéiques produites et sécrétées par certaines cellules
qui induisent un état antiviral dans les autres cellules et contribuent a la régulation de la réponse
immunitaire.



Lymphome de Burkih : est une tumeur lymphome non-hodgkinien qui provient de I'évolution
maligne et de la prolifération de cellules lymphoides de type B. Elle est souvent d'origine virale.
Classiquement, on définit trois variantes cliniques : La forme endémique, la forme associée a
I'immunodéficience et la forme sporadique.

Lymphomes : tumeurs des lymphocytes qui proliférent dans les tissus lymphoides et dans
d'autres tissus, mais n'entrent pas en grand nombre dans le sang.

Maligne : se dit d'une maladie présente un caractére grave et insidieux ou d'une tumeur
susceptible de se généraliser et de provoquer la mort de malade.

Métastase : foyer de cellule cancéreuse, en rapport avec un cancer primitif mais développé a
distance de ce dernier et sans continuité avec lui.

Mutation : modification d'une séquence d'’ADN.
Myélomes (mélanomes) : tumeurs des plasmocytes résidant dans la moille osseuse.

Nécrose : changement morphologique qui accompagne la mort des cellules individuelles ou des
groupes des cellules et libére de grandes quantités de composants intracellulaires dans
I'environnement, ce qui conduit & la désagrégation et a I'atrophie du tissu.

Neoangiogénése : un processus décrivant la croissance de nouveau vaisseau sanguin
(néovascularisation) a partir des vaisseaux sanguins préexistants.

Neuroblastomes : Le neuroblastome est la tumeur solide extra-crinienne la plus fréquente chez
le jeune enfant. C'est un cancer touchant des cellules embryonnaires de la créte neurale qui
constitue le systéme nerveux autonome sympathique. Le neuroblastome peut étre associé a la
maladie de Hirschsprung.

Oncogéne : géne qui peut conférer aux cellules un état de prolifération intense, entrainant le
déclenchement d'un cancer.

Papillomavirus : sont un groupe de petits virus 8 ADN. IIs sont trés répandus dans la nature. Is
infectent de nombreux mammiféres (humain, bovidés, canidés) et ont un tropism~ particulier
pour les kératinocytes des épithéliums malpighiens qu'ils soient kératinisés ou no  His peuvent
également affecter d'autres groupes comme les oiseaux, les serpents et les tortues.

Perforine : une des protéines sécrétées par les cellules T cytotoxiques au contact de leurs
cellules cibles. Elle forme des pores dans la membrane des cellules, ce qui contribue a leur mort.

Splenocytes : une splénocyte est une sorte de cellules sanguines trouvées dans le tissu splénique.

Tolérance : stade de non- réponse immunitaire a des antigénes particulaires ou a des groupes
d’antigéne. Typiquement, un organisme ne répond pas, ou encore est dit tolérant, aux antigénes
du soi.

Tumeur : Prolifération cellulaire incontrdlé qui peut étre bénigne et rester localisée ou maligne
et envahissante.






